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(54) Produtt nouveau resultant de I'association d'un micro-organisme marin, avec de I'eau de mer applique en produits 
esthetiques en dermatologie, en cosmetologie, en pharmacie. 



(57) Produit nouveau resultant de I'association d'un microorga- 
nisme marin (bact6rie du genre c Halobact6rium ») avec de 
I'eau de mer artificielte. L'6datement de la paroi de la mem- 
brane plasmique par technique des ultra-sons permet de re- 
cueilltr le contenu cytopfasmique des micro-organismes culti- 
v6s. 

Action protectrice au niveau de ta peau pour combattre les 
effets secondatres des traitements dermatologiques. 
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La presente invention est un produit nouv au resultat de 1' associa- 
tion d'un micro-organisme marin, avec de l'eau de mer artificielle. 
Bacterie selectionnee pour ce produit : 
Famille : Halobacteriaccae. 
5 Type du genre : Halobacterium (Ref. : Elazani - Volcani 1957). 

Ce genre est tres proche des Pseudomonadaccae. II exige un minimum de 
sel de 15 gr. % pour se developper. Batonnet de 0,6 - 1,0 X 1,6 micron. Iso- 
1§. Reproduction par fission binaire. Mobile par ciliature polaire lophotri- 
che. gram negatif . La structure est maintenue en presence de : mg cl 2 et ca 
10 cl 2, Na, cl, k, indispensables a la conservation de la rigidit.e. L'ion essen- 
tiel reste le potassium, necessaire au maintien de l'integralite cellulaire, 
de la synthase des proteines et autres activites enzymatiques intracellulaires. 
Absence d'acide diaminopinelique et d'acide muramique. 
Sur gelose, colonie de petite taille, convexes, regulieres, translu- 
15 cides, puis colorees au fur et a mesure de 1 • elaboration des corotenoides. 
Metabolisme respiratoire , sucres non attaques. Alcalinisation en presence des 
acides amines. Le glucose et le glycerol font office de facteurs stimulants. 
Le glycerol a 2% est parfois acidifie. L'amidonn'est pas hydrolyse. 
_ . Elles ne contiennent pas d'acide muramique, ni diaminof imilique , elles 

20 n'ont done pas de paroi rigide. 

Ces bacteries hyperhalophiles se lysent (lyse. cellulaire) si les so- 
lutions dans lesquelles elles evoluent sont diluees. Les batonnets de celles-ci 
donnent naissance a des spheres qui ne tardent pas a eclater lorsque le taux 
de chlorure de sodium passe de 10 a 5 %. Elles sont done sensibles aux chocs 
25 osmotiques . 

Ces bacteries ne peuvent done pas resister a la concentration saline 
des oceans qui est trop faible, d'ou leur rarete dans les mers. Les besoins 
en sels de ces bacteries croissent d'ailleurs avec les temperatures d'incu- 
bation des cultures temperature egalement favorable a leur croissance. 

30 Les voies metaboliques de ces bacteries hyperhalophiles sont presque 

identiques a celles des autres bacteries. Elles manifested une preference 
pour les acides amines, et une faible activite sur les sucres. Leur teneur 
en ADN et particulierement halobacterium salinarium contient 15% de bases 
nucleiques avec 4,3 % d'ADN. n faut iviter pour conserver cet ADN de nm£ _ 

35 puler halobacterium salinarium sans brutalite, car" fragile, elles perdent 
leur ADN par ce choc. Les hydrates d carbone qu'elle contient se resume a 
1,5 % de glucosamine. Les proteines varient entr *5 a i»5 % de la masse tota- 
le. Un net exces de fonctions acides joue dans le maintien des structur s. C 
type de bacterie possede de larges vacu les cytoplasmiques gazeuses auxquel- 
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les on attribue la signification d 1 organelles de flottage. 

L'arginine est indispensabl k la croissance d 1 halobacterium sali- 
narium, cet acide amine est d'ailleurs degrade en citrilline, puis ornithine. 
Le citrilline est un facteur de croissance pour halobacterium salinarium. 

La culture des bacteries hyperhalophiles exige des milieux .riches 
en tryptone, peptones, hydrolysats de caselne, autolysats de levure. Dans 
notre cas le bouillon nutritif que nous utilisons pour la culture de halo- 
bacterium salinarium contient tous ses elements. Les sucres en general ne 
sont pas metabolises, : si quelquefois cela se produisait, la degradation 
serait lente ; proteines et amino-acides restent les Elements favorables au 
de veloppement d 1 halobacterium salinarium. 

Halobacterium salinarium se developpe en 15 jours environ, maximum 
20 Jours. 

Les enzymes utiles pour halobacterium salinarium fonctionnent en pre- 
sence de fortes concentrations salines, ce qui est notre cas, toutefois k 
des concentrations plus faibles, des activites se manifestent encore. 

Carotenolde : le principal de ces pigments est represents par la 
bacteriopurpurine k 50 carbones et 4 hydroxyles. 

De cette bacterie on a parfois extrait du squaline du dihydrosqua- 
lene et de la vitamine K8. 

Les proteines et proteoses sont favorables k la croissance, k prefe- 
rer aux peptones. Les milieux doivent §tre enrichis de NACL (3M) et de mg2 + 
puis de K + # t* de croissance 3O-50*C avec optimum k 35-40*C . Aerobie strict. 
PH 5,5 - 8,0. PH optimal : 7,2 - 7,4 espdce type selectionnee : halobacterium 
salinarium. 

Souche de reference : Lochead 91 - R6 NCR. 3^002. (National Couneil 
Research, Ottawa, Canada). 

Le pigment qui imprSgne la membrane est rouge pourpre. Le glycerol 
k 0,1 % favorise la chromogenSse caractere fortement proteolytique. 

Informations techniques : 

La masse des bacteries marines cultivent k des T* d 1 incubation entr 
10 et 25 # C, l'optimum est de 15-18*C. 

L'accroissement de la T* modifie les proprietes membranaires , agit 
sur le passage des substrats. 

Les bacteries hyperhalophiles etant celles que nous avons choisi ont 
des mecanismes biologiqu s relativement sp§cifiques. 

Les membranes de ces bacteries n'ont de 75 A d'epaisseur. 

Ces enzymes fonctionnent egalement en presence de fortes concentra- 
tions trouvees dans le cytoplasme. L s 3 Elements indispensables pour celle-ci 
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sont NA - K - CL que l'on trouvent bien entendu dans halobacterium salinarium 
et qui jouent un role dans le maintien de la stability de ces enzymes. 

La proteolyse est active. Le PH optimal de halobacterium salinarium 
se situe entre 7,3 - 7.5- La concentration en MACL pour obtenir une bonne 
culture de halobacterium est de 250 gr/ltre. 

Nous obtenons en regard de ce descriptif technique avec nos milieux 
de culture, un produit d'une richesse en protelne importante utile et neces- 
saire a la peau, pour son equilibre, un ensemble enzymatique qui va pennet- 
tre de retablir les fonctions de la peau atteintes par des stess ou des agents 
mterieurs ou exterieurs qui se manifesto au niveau epidermique, de plus 
les micro-elements ou oligo-elements utiles egalement a la peau malade, fati- 
gue. Les microelements ou oligo-elements sont presents dans 1'eau de mer . 
synthetique, copie de la formule generale des composants de 1'eau de mer natu- 
relle. 

Formule generale de ce produit : 

- eau de mer synthetique (artificielle) 

- compose de proteines, acides amines, acides nucleiques, enzymes na- 
turelles marins. 

- oligo-elements naturels marins 

- macro-elements naturels marins. 

Presence de : magnesium, potassium, strontium, manganese, lithium, 
sodium, bore, calcium, cobalt, aluminium, fer, rubidium, cuivre, zinc, iode, 
sous forme de : chlorures, sulfates, fluorure, iodure. 

Liste des milieux necessaires. 

Formule de 1'eau de mer artificielle. 

Pour une preparation de 40 litres. 

1*) Partie : 
C0MP0SANT QUANTITE 



Chlorure de magnesium 
30 Chlorure de sodium 
Sulfate de magnesium 
Chlorure de potassium 
Bicarbonate de sodium 
Chlorure de strontium 
35 Sulfate de manganese 
Chlorure de lithium 
Molybdate de sodium 
Phosphat disodique 



537 grs. 
2,75 kg 

687 grs 
72,2 grs 
20,6 grs 
1,97 grs 
0,39 grs 
0,33 grs 
0,10 grs 
0,10 grs 



PURETE 

Qualite rigoureusement pure, 
qualite rigoureusement pure. 



Reactif analytique 
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2") Partie 
Acide borique 



Chlorure de calcium 



2,6 grs qualite rigoureuseraent 

pure. 

2,950 Kg qualite rigoureusement 

pure. 

Melanger les 2 parties dans 25 litres d'eau ultra pure, le recipient 
qui va recevoir l'eau et les differents Elements doit etresterile. Agiter jus- 
qu'a complete dissolution. 



3") Partie 

Gluconate de calcium 
Iodure de potassium 
Bromure de potassium 
Fluorure de potassium 



1,64 grs 
0,237 grs 
71 grs 
0,200 grs 



Reactif analytique 



Dissoudre cette partie dans 2 litres d'eau ultra pure dans un reci- 
pient sterile. Agiter jusqu'a complete dissolution. 
O Partie 



Sulfate d' aluminium 
Sulfate de cobalt 

Chloure de rubidium 
Sulfate de cuivre 
Sulfate de zinc 



1 , 15 grs 
0,13 grs 

0,39 grs 
1,13 grs 
0,25 grs 



Reactif analytique 
Quality rigoureuseraent 
pure. 

Reactif analytique 
Reactif analytique 



Dissoudre cette partie dans 2 litres d'eau ultra pure et dans un re- 
cipient sterile. Agiter jusqu'a complete dissolution. 

Prelever. 25 Ml de chacune des solutions 3* et 4* partie avec des pi- 
pettes st6riles. Ajouter ces prelSvements au resultat du melange ler et 2* par 
tie. Agiter le tout pendant 10 mn environ. II ne doit pas y avoir de dep6t a 
la fin de l f agitation. 

Dans le cas ocntraire, continuez l'agitation jusqu'a complete disso- 
lution. ( 

Ajouter le reste du volume d'eau ultra pure pour obtenir 40 litres.. 

Agiter pendant 5 mn environ et verifier s'il n'y a pas de depot ou 
de precipite qui se forme, sinon continuer a agiter Jusqu'a complete dissolu- 
tion. Agitation plus rigoureuse. 

Milieux pour halobactSrium salinarium. 

Fonnule de gibbons. 

Casamino acides 1 gr. 

Ex trait de levure 1 gr. 



2590273 



5 

Proteose peptone 0,5 grs 

Citrate de Na 0,3 grs 

Glutanate de Na 0,2 grs (facultatif ) . 

K2 HP 04 0,1 grs ( " ). 

5 K CI 0,2 grs 

Mgs 04 7 H 2 0 2,5 Grs 

Fe So 4 Traces (0,005) 

Fe CI 2 0,0023 grs 

Na CI ; 23 grs 

10 Agar s 2,5 grs 

Eau ultra pure QSP 100 Ml 

Steriliser cette formule a 120 v pendant 10 minutes repartir en boites 
de roux ou flacons plat pour obtenir une grange surface . Refroidir en position 
inclinee. 

!5 Milieu Na CI 250 pour mettre en suspension la bacterie "Halobacterium 

Salinarium" 

Peser 250 grs de chlorure de sodium rigoureusement pure. Aj outer 
.1000 Ml d'eau ultra pure. Dissoudre jusqu'a complete dissolution. Le flacon 
recepteur du melange doit etre sterile. "Steriliser a 120*C pendant 10 minutes 
20 ce milieu. 

Milieu nutritif (bouillon) 

Tryptone caseine soja 5 grs. 

Extrait de levure 2 grs 

Extrait de viande 3 grs 

25 Eau de mer artificielle A Litre. 

Steriliser aux conditions habituelles. 
Technique de fabrication : 

1) Prendre la souche pure a reception (Halobacterium salinarium) 
ouvrir le flacon ou le tube avec precaution et mettre a l'aide d'une pipette 
30 sterile .quelques gouttes du milieu pour mettre en suspension halobacterium 
salinarium, dans le flacon ou tube. Cette action aura pour effet de mettre en 
suspension cette bacterie. 

0p6rer dans un local sterile , ou sous hotte a flux lamihaire pour 
6viter toute contamination venant de l'exterieur. 
35 2 ) Preparer auparavant la formule de gibbons . Calculer le norabre de 

de boites de roux ou de flacons plats que 1' n desire pr duire, modifier alors 
les quantit£s des composants de la formule. Steriliser le tout a 120°C pendant 
10 Mn. 

Prendre le milieu steril lorsqu'il commence a se trouver en tempe- 
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rature de 50*C environ, couler ce milieu dans le nombre de boites de roux ou 
de flacons plats qui ont ete choisis. Laisser refroidir en position incline . 
Le tout doit €tre opere dans un local steril ou sans flux laminaire. 

3) Reprendre "Halobacterium salinarium" mise en suspension par la 
• 5 technique N*l et repartir cette suspension en autant de parts egales, que l'on 
a de boites de roux coulees avec le milieu gibbons, Cette repartition, se fait 
apres avoir mis la suspension dans le milieu NA CL 250 que l'on agitera douce- 
ment pendant 1 mm environ pour bien repartir les bacteries. 

*») II est conseillfi de faire des repartitions de 20 a 25 ml par boi- 
10 te de roux ou flacons plats. Toujours sous flux laminaire et dans local ste- 
rile. 

5) Les colonies vont se developper et apparaitront a la lisiere de 
separation des deux phases solide et liquide, sur la f range qui marque cette 
frontiere. 

15 6 ) Les colonies ne developperont que vers le 15e jour parfois 3 se- 

maines. 

7) La temp§rature d'incubation est de 23*C. 

8) Mettre toutes les , boites ou flacons dans une etuve ventilee et 
dans un local sterile, cette bacterie a besoin d'une bonne aeration. Ne pas 

.20 depasser le T* d'incubation indiquee ci-dessus. 

9) Verifier le PH qui doit fitre de 7,3 a 7,5. 

10) Laisser en incubation pendant 1 moi6. 

11) Prelever les colonies developpees au niveau de la f range dans les 
boites de roux ou flacons plats. Les ensemencer sterilement sous flux laminai- ' 

25 re ou dans local sterile, dans le milieu nutritif (bouillon) et dans des fla- 
cons types ballons, mettre a l'etuve ventilSe. 

12) laisser en contact 8 jours a T* d'incubation de 23*C. 

13) Filtrer sur membrane (dans conditions steriles) 

14) Recuperer le filtrat (dans conditions steriles) 

30 -15) Provoquer la rupture des membranes par technique ultra sonique 

inteneite adaptee a l'eclatement de c"elle-ci a condition sterile. 

16) Filtrer a nouveau sur membrane dans conditions sterile. Recueillir 
le filtrat et le melanger 4 la solution d'eau de mer artificielle (synthetique) 
Conditions steriles. 

35 17 } R 6partir ce produit final en recipient metal pour aerosol, l'in- 

terieur possede un revStement, afin d'eviter l'oxydation c nditionner stiri- 
lement.La valv doit Stre fitudiee pour une proj ction en brouillard. 
18) Conditionne a 1 'azote (agent propulseur). 

Si 1 produit final apres controle de PH est trop alcalin, le PH a 
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obtenir Stant de 7,5, ajouter de I'acide cblorydrique normal a la goutte et 
verifier le PH a chaque fois apres avoir agiter 1' ensemble pendant quelques 
minutes (5 minutes) pour bien repartir I'acide. Si le PH est trop acide, uti- 
liser la meme technique que ci-dessus, mais prendre de la soude normale. II 
5 n'est pas utile pour rendre le PH a 7,3 de faire cette manipulation sur I 1 en- 
semble du volume de fabrication, il suffit de prelever auparavant sur le vo- 
lume 100 Ml et traiter le produit comme indique ci-dessus. Ensuite faire le 
calcul de la quantite d 1 acide ou de soude a mettre en regard du volume total 
en tenant compte des 100 Ml prilever. 
10 Attention ces manipulations doivent etre faites avec beaucoup de 

soins. 

Mode d'emploi : 

Ce produit s'emploie uniquement en pulverisation la valve de 1' aero- 
sol etant micronisee, la projection sur le visage s'effectue sous forme de 
15 brouillard (brumisation) . 

Ce produit n'est pas toxique, ne cree pas de risques secondaires a 
l'emploi conseille. 

Ce produit n'est pas un medicament, il n'y a pas de restriction par- 
ticuliere, le tenir a l'abri de la chaleur (+50*C) ne pas percer, ni bruler 
20 meme apres usage. 

- Application du produit : 

- Peaux irritees, fragiles, 

- Retablissement du d§s§quilibre de la peau, cause par la maladie, sui- 
te & des traitements dermatologiques actifs, intenses, prolonges. 

25 - Reequilibration des couches superficielles de la peau atteinte dans 

leurs fonctions par (soleil, vent, froid). 

- D6sincrustation . . 

- Nettoyage apaisant, adoucissant, raf raichissant , souplesse et §las- 

ticitS. 

30 - Facilite le bronzage. 

- Respecte le film protecteur. 

- Resserre les pores dilates r6duit 1'excSs du sebum. 

- Apport des elements actifs et bienfaits de la mer par la composition 
du produit. 

35 - Eclaircissement du teint terne, 6clat du visage. 

- Resp cte le PH de la peau. 

- Acne" juvenile ch z 1* adolescent dSs l f appariti n des eruptions cuta- 

n6es. 
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REVENDICATIONS 



1) Produit nouveau resultant de 1" association d'un micro-organismes 
marin avec de I'eau de mer artificielle. 

2) Se caractSrise par 1'apport de prolines, acides amines, acides 
nuclSiques enzymes naturelles marines par le metabolisme du micro organismes 

5 cultivS sur milieux specif iques. 

3) Se caractSrise par Sclatement de la paroi, de la membrane plas- 
mique par technique ultra sons pour receuillir le contenu cytoplasmique des 
micro-organismes cultivSs. 

4) Se caractSrise par son action protectrice au niveau de la peau, 
10 combattre les effets secondaires des traitements derma tologiques. 

5) Ce produit est caracterise en ce que sa presentation ne peut etre 
autre qu'en aerosol, avec valve micronisee. 



